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Deutsche Patentanmeldung 

Anmelderin: 
Innovatis AG 
Meisenstrasse 96 
D-33604 Bielefeld 

Verfahren und Vorrichtung zur Aufnahme mikroskooischer Bilder 

Die Erfindung befasst sich mit der Erzeugung mikroskopischer Bilder durch„Scannen einer 
tf ^ M Durchflusskuvette mit einem optischen Sensor. 

Die innovatis AG entwickelt, produziert und vertreibt Gerate zur Partikel- und Zellanalyse. Zur 
Analyse der Zelldichte, zur Klassifizierung in lebende und tote Zellen und zur Bestimmung 
von Objektdurchmesser und Objektgeometrie werden Bilder von Partikeln oder Zellen 
aufgenommen. Die Objekte befinden sich wahrend der Analyse in einer optisch geeigneten 
Kuvette in Suspension. 

Stand der Technik 

^ Die bisher auf dem Markt bestehenden, automatischen Systeme zur Untersuchung von 
•j^pDichte, Viabilitat und Durchmesser zellhaltiger Suspensionen biologischen Ursprungs 

basieren auf der Messung des elektrischen Widerstandes, der elektrischen Kapazitat, der 

Laserdiffraktometrie oder der optischen Bildanalyse. 

Die Auswertung von Objekten mittels optischer Bildaufnahme und einer digitalen Bildanalyse 
wurde bisher durch die Verwendung eines Mikroskops realisiert, wobei eine Mikroskop-Optik 
zur VergroBerung der teilweise nur wenige Mikrometer kleinen Objekte benutzt wird. Das so 
erzeugte Bild wird mit einer Digitalkamera aufgenommen und von speziellen Computer- 
Programmen ausgewertet. 



Als Beispiel fur das herkommlich angewendete, automatische Verfahren ist das Cedex 
System (innovatis AG) zu nennen. Dieses System arbeitet mit einer angepassten Mikroskop- 
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Optik, die es ermoglicht, Zelldichten und Viabilitaten von Suspensionszellen zu bestimmen. 
Nach demselben Prinzip wird eine Analyse der Zellkultur durch das nachfolgend entwickelte 
Vi-CELL System (Beckman Coulter Inc.) durchgefuhrt. Das zugrundeliegende Verfahren ist 
durch drei Parameter limitiert, die es nicht erlauben unterhalb einer bestimmten ObjektgroBe 
zu detektieren: 

1 . Tiefenscharfe 

Um mit Hiife einer Mikroskop-Optik Objekte in einer Durchflusskuvette aufnehmen zu 
konnen, mussen uber die gesamte Kuvettehohe hin die Objekte hinreichend scharf 
^^^^abgebildet werden. 

2. Kuvettehohe 

Die Kuvette muss so groB sein, dass genugend Objekte fur eine statistische Signifikanz 
aufgenommen werden, und gleichzeitig klein genug, um die Tiefenscharfe uber den 
gesamten Bereich der Kuvettenhohe zu ermoglichen. 

3. Objektanzahl 

#^Wurch die Methode der Bildaufnahme ist es nicht moglich unterhalb einer Objektdichte von 5 
^^^x 104 Objekten pro mL Suspension zu detektieren, ohne den Bereich der statistischen 
Signifikanz zu verlassen. 

Da die Tiefenscharfe proportional zu 1/NA2 , die optische Auflosung proportional zu 1/NA ist 
(mit NA = Numerische Apertur), nimmt bei Verkleinerung der Auflosung um detailreichere 
Bilder zu erhalten die Tiefenscharfe quadratisch dazu ab. 

Bei dem herkommlich angewendeten Verfahren wird die Messkuvette mit dem 
Probenmaterial komplett gefullt und mit der Mikroskop-Optik eine Tiefenscharfe eingestellt, 
die sich uber den gesamten Bereich der Kuvettenhohe erstreckt. Um den Bereich der 
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statistischen Signifikanz zu erreichen, miissen entsprechend viele Bilder der Probe durch 
sukzessive BefQIIung der KQvette aufgenommen werden. 

Aufgabe 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es insbesondere, ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zur Aufnahme von Bildern im mikroskopischen Bereich zu schaffen, durch die eine hohe 
optische Auflosung erzielbar ist. Weitere Aufgabenstellungen ergeben sich aus den 
insgesamt dargestellten Losungen und Vorteilen. 

Erfindung 

Die Merkmale der Erfindung sind in den unabhangigen Anspruchen wiedergegeben. Weitere 
Merkmale der Erfindung bzw. vorteilhafte Weiterbildungen derselben sind in den 
Unteranspruchen und in der Beschreibung genannt. 

An Stelle der Mikroskop-Optik mit Autofokus-Mechanik und -Elektronik sowie einer 
Digitalkamera (gegebenenfalls mit Framegrabber) wird ein Scanner verwendet.der 
insbesondere alle Funktionen der zuvor genannten herkdmmlichen Komponenten ersetzen 
kann. 

•Mit Hilfe das Scanners kann, im Vergleich zum herkommlichen Verfahren, in einem kurzen 
(Eeitraum mehr Bilddatenmaterial aufgenommen werden. Ist die Probenkammer 
entsprechend groB, so hat man einen enormen Zeitgewinn, der es erlaubt, die Objekte 
absinken zu lassen, und in einem geringeren Fokusbereich zu agieren, und damit die 
optische Auflosung zu erhohen. Mit diesem Verfahren k6nnen dann viel kleinere Objekte 
Oder Partikel analysiert werden. 

Abbildung 1 und 2 zeigen schematisch das herkommliche und das neue 
Bildaufnahmeverfahren. Beide Bilder zeigen jeweils eine Durchflusskuvette (3) mit optischer 
Achse (1) und Durchflussrichtung (2). Der senkrechte Doppelpfeil zeigt den fur eine optimale 
Bildaufnahme benotigten Tiefenscharfebereich an. 
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Da ein reziprok quadratischer Zusammenhang besteht, wird bei dem neuen Verfahren die 
hohere optische Auflosung bei geringerer Tiefenscharfe gewahlt, um Bitder des 
Probenmaterials in der Durchflusskuvette aufzunehmen. Dies ware beim herkommlichen 
Verfahren nur in einem nicht vertretbaren Zeitrahmen durchfiihrbar. 

Das von der erfindungsgemaBen Vorrichtung gelieferte Bilddatenmaterial kann nachfolgend 
einer Bilddatenanalyse zugefuhrt werden. 

Der wesentliche Vorteil der Vorrichtung ist es, dass eine hohe optische Auflosung einer 
Partikel- Oder Zellsuspension erzielt wird. Dies wird u.a. durch Absinken der Objekte auf eine 
optische Ebene bei gleichzeitig hohem Probenvolumen erreicht. Das Absinken der Objekte 
^^^kann durch Sedimentation oder weitere geeignete Verfahren erfolgen. 

Die unterschiedlichen Techniken zur Ansammlung von Objekten innerhalb der Messkuvette 
konnen sein: 

Adhasion 
Repulsion 

Elektrische Wirkung 

Magnetische Wirkung 

Gravitation 

Zentrifugation 

Auftrieb 

Immobilisation 

• Kopplung 
sowie Kombinationen aus diesen Methoden. 



Die Vorrichtung eignet sich fur mikroskopische Aufnahmen unter Auflicht, Durchlicht, 
Fluoreszenz, Phasenkontrast, Dunkelfeld und Licht im sichtbaren und nicht-sichtbaren 
Bereich sowie alle daraus moglichen Kombinationen. Es kann des weiteren die dem 
aktuellen Stand der Technik entsprechenden weiteren Kontrastverfahren beinhalten. 

Die zu untersuchenden Proben konnen Partikellosungen oder Zellmaterial biologischen 
Ursprungs sein, das sowohl ungefarbt als auch gefarbt untersucht werden konnen. 
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Es wird eine Bestimmung der Konzentration und Viabilitat zellhaltiger biologischer Proben 
einer Kultursuspension sowie Apoptoseverhalten, Produktkonzentration und Analyse 
* intrazellularer Kompartimente und Stoffwechselvorgange durchgefuhrt. 

Es werden dartiber hinaus folgende Parameter bestimmt: Durchmesser einzelner Objekte, 
Aggregationsrate, Geometrie, Anzahl der gezahlten Objekte und Abweichung vom Mittelwert 
sowie Oberflachenbeschaffenheit und Morphologie. 

Die Ergebnisdaten und Parameter werden mittels eines Computer-Verfahrens aus den 
aufgenommenen Bilddaten ermittelt. 

• Basis der Messung ist ein Verfahren (Mikroskopieverfahren und andere), bei dem die 
Partikel-/Zellhaltige Probe durch eine Kuvette flieBt (Durchflusskuvette). Es werden mit 
einem optischen Zeiien- oder Flachensensor digitale Bilder der Probe in der Kuvette 
aufgenommen, die dann mit einem Verfahren zur optischen Bildanalyse ausgewertet werden. 
Die prinzipielle Idee ist es, eine Vorrichtung (Scanner) so zu konstruieren, dass er die 
entsprechende Auflosung liefert, urn auch im Mikrometer-MaBstab qualitativ hochwertig 
abbilden zu konnen. Dieses wird durch eine veranderte Optik, angepasste 
Autofokusverfahren und eine modifizierte Mechanik erreicht. 

Die Bildaufnahme erfolgt in diesem Fall entweder durch eine Bewegung der Scannereinheit 
relativ zur Partikelprobe oder durch eine Bewegung der Partikelprobe relativ zur 
_ Scannereinheit. Dazu befindet sich die Kuvette senkrecht im optischen Pfad. 

^^^Die Ausleserate des optischen Sensors wird mit der Verfahrgeschwindigkeit synchronisiert, 
so dass ein oder mehrere Bilder entstehen. 

Im Folgenden wird ein moglicher Ablaut des Verfahrens aufgelistet und erlautert: 

- Einbringen der Probe in die Messkuvette 

- Absinken der Objekte der Probe in der Losung 

Ansammlung der Objekte in einer optischen Ebene. Beispielhaft wird dieser Vorgang im 
Weiteren als Sedimentation bezeichnet. 
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- Scannen 

Digitale Bildaufnahme unter Berucksichtigung eines ausreichenden Volumens des 
Probenvolumens, um mit einem Bild ein statistisch representatives Ergebnis erzielen zu 
konnen (siehe auch Abschnitt „Stand der Technik"). 

- Analyse des Bilddatenmaterials 

Speziell angepasste Analyse des Bilddatenmaterials zur Ergebnisermittlung. 
Anzeige und Export der Analysedaten 

Benutzerfreundliche Presentation der Ergebnisdaten als Zahlenwerte sowie als 
grafische Anzeige. 

Mit diesem Verfahren ist es moglich, dass einzelne Objekte analysiert werden. Fur den Fall 
der Analyse von Zellmaterial biologischen Ursprungs kann eine Analyse von Morphologie, 
Oberflachenbeschaffenheit etc. erfolgen. 

Der durch die Integration einer Scannereinheit zur optischen Bilderfassung erzielte Nutzen ist 
gegeben durch die VergroBerung des Detektionsbereichs. Eine entsprechende Scanneroptik 
^^kann von der Auflosung her deutlich geringere Objektdurchmesser analysieren, als es mit 
•gMem heutigen Stand der Technik moglich ist. Es konnen zusatzliche Informationen uber 
^^^Struktur und Morphologie der Objekte gewonnen werden. 

Durch die Methode der Sedimentation kann es nun erstmals ermoglicht werden, dass alle 
Objekte einer Probe auf einmal aufgenommen und analysiert werden. 

Da durch geeignete Wahl der Messkuvette pro Volumeneinheit eine groBere Objektanzahl 
ausgewertet werden kann, wird fur das zur Anmeldung vorliegende Verfahren ein geringeres 
Probenvolumen benotigt, als es bei den Systemen aktueller Bauart ublich ist. 

Die Vorteile wurden ausfuhrlich bereits im Abschnitt „Stand der Technik" erlautert. 
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Beispieibeschreibung 



Dem beschriebene Verfahren liegen mikroskopische Aufnahmen zu Gainde, die unter 
unterschiedlichen Bedingungen generiert wurden: Auflicht, Durchlicht, Fluoreszenzlicht, 
Phasenkontrast, weitere Kontrastverfahren, Dunkelfeld und Licht im sichtbaren und nicht- 
sichtbaren Bereich, sowie alle daraus mdglichen Kombinationen. 

Als Beispiel dazu sind im Folgenden drei mikroskopische Aufnahmeverfahren beschrieben. 
Die Beschreibung des optischen Aufnahmeverfahrens wird durch folgenden 
Verfahrensablauf beschrieben. Fur die Realisierung des Verfahrens konnen diese und 
weitere lichtgebende Verfahren miteinander kombiniert werden. 

Die zu untersuchende Probenlosung / Suspension befindet sich in einer Kuvette. Nach dem 
Einbringen des Zellmaterials wird gewartet, bis die zu untersuchenden Objekte auf den 
Kuvettenboden sedimentieren. Dann wird ein Bild aufgenommen. Wahrend der 
Bildaufnahme bewegen sich Kuvette und Scanner relativ zueinander. Das heiBt, dass sich 
entweder die Partikelprobe relativ zur Scannereinheit Oder die Scannereinheit relativ zur 
Partikelprobe bewegt. Der Bereich der Kuvette, der dabei aufgenommen wird, ist variabel. 

Beispiel (a) Durchlicht-Verfahren 

Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung fur Durchlicht-Aufnahmen ist in Abb. 3 dargestellt und 
^^^vird nachfolgend beschrieben. 

Der optische Sensor 8 befindet sich auf der einen Seite der Kuvette 6, die Lichtquelle 1 auf 
der gegeniiberliegenden Seite. Fur die BCindelung der Lichtstrahlen und zur VergroBerung 
der Abbildung werden Beleuchtungsoptik 2, 3, 4, 5 und Objektiv 7 in den optischen Pfad 
eingebracht. Die Beleuchtungsoptik besteht aus Kollektorlinse 2, Leuchtfeldblende 3, 
Kondensorblende 4 und Kondensoroptik 5. Zusatzlich konnen mehrere Filter in den 
optischen Pfad eingebracht werden. Zur Beschickung der Kuvette 6 mit der Probenlosung 
wird diese durch die Einlasskapillare 9 zugefuhrt und durch die Auslasskapillare 10 
abgefflhrt. Die Bildaufnahme erfolgt entweder durch Bewegung der Scannereinheit relativ zur 
Partikelprobe 11 oder durch Bewegung der Partikelprobe relativ zur Scannereinheit 12, 
welche die Bauteile 1-5 und 7-8 aufweist. 
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Beispiel (b) Dunkelfeldverfahren 



Der optische Sensor 8 befindet sich auf der einen Seite der Kuvette 6, die Lichtquelle 1 auf 
der gegenQberliegenden Seite. Fur die Bundelung der Lichtstrahlen und zur VergroBerung 
der Abbildung werden Beleuchtungsoptik, bestehend aus Kollektorlinse 2, Leuchtfeldblende 
3 und Dunkelfeldblende 15, Kondensoroptik 5 und Objektiv 7 in den optischen Pfad 
eingebracht. Zusatzlich konnen mehrere Filter in den optischen Pfad eingebracht werden. 
Zur Beschickung der Kuvette 6 mit der Probenlosung wird diese durch die Einlasskapiltare 9 
zugefuhrt und durch die Auslasskapiiiare 10 abgefuhrt. Die Bildaufnahme erfolgt entweder 

• durch Bewegung der Scannereinheit relativ zur Partikelprobe 11 Oder durch Bewegung der 
Partikelprobe relativ zur Scannereinheit 12, welche auch hier die Bauteile 1-5 und 7-8 
aufweist. 



Beispiel (c) Fluoreszenz-Verfahren 

Fur Aufnahmen von Fluoreszenz-Bildern im Auflicht-Verfahren wird das von der Probe 
kommende Licht zum optischen Sensor geleitet, nachdem es den Strahlenteiler 3 passiert 
hat, der das Licht zur Probenbeleuchtung in den optischen Pfad einkoppelt. 

•Der optische Sensor 8 befindet sich auf einer optischen Achse mit der Kuvette 6. Die 
(strahlen der Lichtquelle 1 werden mittels Beleuchtungsoptik gebundelt und kollimiert, bevor 
sie durch den Strahlenteiler 13 uber das Objektiv 4 die Probe in der Kuvette 6 beleuchten. 
Die Beleuchtungsoptik besteht aus Kollektorlinse 2 und Leuchtfeldblende 3 sowie weiteren 
Linsen 5 und einer weiteren Blende 4. Zusatzlich konnen entsprechende Filter 14 in den 
optischen Pfad eingebracht werden. Zur Beschickung der Kuvette 6 mit der ProbenlSsung 
wird diese durch die Einlasskapillare 9 zugefuhrt und durch die Auslasskapiiiare 10 
abgefuhrt. Die Bildaufnahme erfolgt entweder durch Bewegung der Scannereinheit relativ zur 
Partikelprobe 1 1 Oder durch Bewegung der Partikelprobe relativ zur Scannereinheit 12. 
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PatentansprQche 



1. Verfahren zur Aufnahme mikroskopischer Bilder mit hoher optischer Auflosung von in 
einer Flussigkeit suspendierten Partikeln Oder Organismen, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Suspension in eine Durchflusskuvette eingebracht wird und das Bild der Suspension von 
einem optischen Sensor aufgenommen wird, wobei sich optischer Sensor und 
Durchflusskuvette relativ zueinander bewegen und der Inhalt der Durchflusskuvette dabei 
ganz oder teilweise abgebildet wird. 

^^^2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass sich der Sensor 
gegebenenf alls mit den optischen Elementen und der Lichtquelle entlang der 
Durchflusskuvette bewegt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 ,2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass sich die 
Durchflusskuvette entlang des Sensors und gegebenenfalls der optischen Elemente und der 
Lichtquelle bewegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 ,2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem 
Einbringen der Suspension die enthaltenen Partikel zunachst auf den Boden der 
Durchflusskuvette oder in einen Bereich oberhalb des Bodens absinken und damit nur noch 

•in Teil der Durchflusskuvette die zu untersuchenden Partikel oder Organismen enthalt, so 
ass dieser Bereich mit einer hohen optischen Auflosung abgebildet und vom optischen 
Sensor erfasst werden kann. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 ,2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass nach dem 
Einbringen der Suspension die enthaltenen Partikel zunachst zur oberen Begrenzungsflache 
der Durchflusskuvette oder in einen Bereich unterhalb der oberen Begrenzungsflache 
aufsteiaen und damit nur noch ein Teil der Durchflusskuvette die zu untersuchenden Partikel 
oder Organismen enthalt, so dass dieser Bereich mit einer hohen optischen Auflosung 
abgebildet und vom optischen Sensor erfasst werden kann. 
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6. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass das Absinken oder 
Aufsteigen der Objekte innerhalb der Kuvette durch unterschiedliche biologische, 
physikalische oder chemische Techniken sowie durch Sedimentation oder Auftrieb erfolgen 
kann. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 ,2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle und 
gegebenenfalls Blenden- und Linsensysteme (Kondensor) auf einer Seite der 
Durchflusskuvette, Objektiv (und gegebenenfalls Blendensysteme) und der optische Sensor 
auf der anderen, gegenuberliegenden Seite der Durchflusskuvette angeordnet sind 
(Durchlichtbeleuchtung) . 

• 8. Verfahren nach Anspruch 1 ,2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle und 
gegebenenfalls Blenden- und Linsensysteme (Kondensor) auf derselben Seite der 
Durchflusskuvette angeordnet sind, wie Objektiv (und gegebenenfalls Blenden) und der 
optische Sensor (Auflichtbeleuchtunq) . 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Durchlichtbeleuchtung 
als Hellfeldbeleuchtunq ausgelegt wurde. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Durchlichtbeleuchtung 
als Dunkelfeldbeleuchtuna ausgelegt wurde. 

•1 1 . Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Durchlichtbeleuchtung 
Phasenkontrastbeleuchtuna mit den bekannten Phasenkontrastverfahren ausgelegt 
werden kann. 

12. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufiichtbeleuchtung als 
Fluoreszenzbeleuchtunq mit den bekannten Fluoreszenzverfahren ausgelegt werden kann. 

13. Verfahren nach Anspruch 9,10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass eine geeignete 
Lichtquelle oder Einbringen eines oder mehrerer geeigneter Filter es ermoglicht, die Objekte 
in der Kuvette mit einer definierten spektralen Intensitatsverteilung des einfallenden Lichtes 
zu beleuchten (Beleuchtunasseite) . 
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14. Verfahren nach Anspruch 9, 10, 11, 12oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
geeignete Lichtquelle Oder Einbringen eines Oder mehrerer geeigneter Filter es ermoglicht, 
den optischen Sensor mit einer definierten spektralen Intensitatsverteilung des einfallenden 
Lichtes zu beleuchten (Nachweisseite) . 

15. Verfahren nach 9, 10, 11, 12, 13 dadurch gekennzeichnet, dass diese auch in den 
daraus resultierenden moglichen Kombinationen angewendet werden konnen. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die zu untersuchende 
Suspension mit Farbstoffen versetzt ist. 

• 17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass alle oder ein Teil der 
eingesetzten Filter automatisch oder manuell gewechselt werden. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass alle oder ein Teil der 
eingesetzten Obiektive automatisch oder manuell gewechselt werden. 

19. Vorrichtung zur Aufnahme mikroskopischer Bilder mit hoher optischer Auflosung von in 
einer Flussigkeit suspendierten Partikeln oder Organismen, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Suspension in eine Durchflusskuvette eingebracht wird und das Bild von einem optischen 
Sensor aufgenommen wird, wobei optischer Sensor und Durchflusskuvette relativ zueinander 
bewegbar und der Inhalt der Durchflusskuvette dabei ganz oder teilweise abbildbar ist. 

•feo. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass der Sensor 
gegebenenfalls mit den optischen Elementen und der Lichtquelle entlang der 
Durchflusskuvette bewegbar ist. 

21 . Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Durchflusskuvette entlang des Sensors und gegebenenfalls der 
optischen Elemente und der Lichtquelle bewegbar ist. 

22. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch Mittel, derart, dass nach dem Einbringen der Suspension die 
enthaltenen Partikel zunachst auf den Boden der Durchflusskuvette oder in einen Bereich 
oberhalb des Bodens absinken und damit nur noch ein Teil der Durchflusskuvette die zu 
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untersuchenden Partikel oder Organismen enthalt, so dass dieser Bereich mit einer hohen 
optischen Auflosung abbildbar und vom optischen Sensor erfassbar ist. 

23. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch Mittel, derart, dass nach dem Einbringen der Suspension die 
enthaltenen Partikel zunachst zur oberen Begrenzungsflache der Durchflusskuvette oder in 
einen Bereich unterhalb der oberen Begrenzungsflache aufsteiqen und damit nur noch ein 
Teil der Durchflusskuvette die zu untersuchenden Partikel oder Organismen enthalt, so dass 
dieser Bereich mit einer hohen optischen Auflosung abbildbar und vom optischen Sensor 
erfassbar ist. 

•24. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch Mittel, derart, dass das Absinken oder Aufsteigen der Objekte 
innerhalb der Kuvette durch unterschiedliche biologische, physikalische oder chemische 
Techniken sowie durch Sedimentation oder Auftrieb erfolgen kann. 

25. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Lichtquelle und gegebenenfalls Blenden- und Unsensysteme 
(Kondensor) auf einer Seite der Durchflusskuvette, Objektiv (und gegebenenfalls 
Blendensysteme) und der optische Sensor auf der anderen, gegenuberliegenden Seite der 
Durchflusskuvette angeordnet sind (Durchlichtbeleuchtung) . 

•26. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Lichtquelle und gegebenenfalls Blenden- und Unsensysteme 
(Kondensor) auf derselben Seite der Durchflusskuvette angeordnet sind, wie Objektiv (und 
gegebenenfalls Blenden) und der optische Sensor (Auflichtbele uchtung). 

27. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Durchlichtbeleuchtung eine Hellfeldbeleuchtung ist. 

28. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Durchlichtbeleuchtung eine Dunkelfeldbeleuchtung ist. 
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29. Vorrichtung nach einem Oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Durchlichtbeleuchtung als Phasenkont rastbeleuchtuna mit den 
bekannten Phasenkontrastverfahren ausgelegt werden kann bzw. ist. 

30. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Auflichtbeleuchtung als Fluoreszenz beleuchtuna mit den 
bekannten Fluoreszenzverfahren ausgelegt werden kann bzw. ist. 

31 . Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch eine geeignete Lichtquelle oder einen oder mehrere geeigneter Filter 
, die es erm6glichen, die Objekte in der Kuvette mit einer definierten spektralen 
Intensitatsverteilung des einfallenden Lichtes zu beleuchten fBeleuchtunasseite). 

32. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch eine geeignete Lichtquelle oder einen oder mehrere geeignete Filter, 
die es ermoglichen, den optischen Sensor mit einer definierten spektralen 
Intensitatsverteilung des einfallenden Lichtes zu beleuchten fNachweisseite). 

33. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass diese auch in den daraus resultierenden moglichen Kombinationen 
angewendet werden konnen. 

•34. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die zu untersuchende Suspension mit Farbstoffen versetzt ist. 

35. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass alle oder ein Teil der eingesetzten Filter automatisch oder manuell 
wechselbar sind. 

36. Vorrichtung nach einem oder mehreren der voranstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass alle oder ein Teil der eingesetzten Obiektive automatisch oder 
manuell wechselbar sind. 
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Abbildung 1 



Schemazeichnung des herkommlichen Bildaufnahmeverfahrens 

1 
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Abbildung 3 

Schemazeichnung Durchlicht-Verfahren 
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Abbildung 5 

Schemazeichnung Fluoreszenz-Verfahren 
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